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in vitro でアストロサイトが増殖を停止するコンタクトインヒビションの系において、サイクリン Aが減少し、サ
イクリン依存性キナーゼインヒビター p27Kiplが増加していることに着目した。これよりアストロサイトの増殖機構に
サイクリン A及び p27が深く関与しているものと推察され、アストロサイトの増殖停止は p27の発現量が増大した結
果であることが予想された。 p27ノックアウトマウス及び p27発現ベクターを用いてアストロサイトの増殖制御に P
27が関与している事の証明及び p27による反応性増殖の抑制が可能かどうか検討した。
1) in vitro gliosis モデル
in vitro にて野生型マウス由来と p27ノックアウトマウス由来のアストロサイトとを培養し、 BrdU の取り込み率
を指標としてアストロサイトの増殖率を免疫染色を用いて検討した。その結果低密度培養では両者に差は認めなかっ
たが、高密度培養では p27ノックアウトマウス由来のアストロサイトは野生型マウス由来のアストロサイトに比べ増





される事が証明された。また、この時サイクリン D 、 E の発現量には変化ないが、サイクリンAの発現が低下してい
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ることが示された。
Scratch wound を用いた in vitro のグリオーシスのモデルでは、 wound 辺縁で p27の発現が低下し、増殖率が増
加した。また、ウエスタンプロットにて p27の発現低下は一過性であり、アストロサイトが再度増殖し、接触するこ
とにより再び増加することが判明した。この系において wound 作成と同時に p27を過剰発現させると、 wound 辺縁
でも BrdU の取込み率は増加せず、 in vitro のグリオーシス抑制に p27が有効であることが示された。
2) in vivo gliosis モデル
マウス大脳皮質に stab wound を作成し、免疫染色を用いて反応性アストロサイトについて wound 作成後 2 日、
4 日、 7 日、 10 日、 14 日で各々評価した。野生型マウスでは GFAP 陽性 BrdU 陽性のアストロサイトは 2 日後から
出現、 4 日で最大となり、 10 日ではほぼ消失したが、 p27ノックアウトマウスにおいては10日においても GFAP 陽性
BrdU 陽性のアストロサイトを認めた。 p27の欠失により反応性グリオーシスが遷延したものと思われた。
次いで stab wound を作成すると同時に高力価のアデノウイルスを注入、 p27を過剰発現させた状態で、 wound に
よるアストロサイトの増殖について検討した。 p27の過剰発現により wound 辺縁の GFAP 陽性 BrdU 陽性のアスト












応性増殖の抑制に直接関与していることを in vitro、 10 VIVO の実験系で明確にした。
in vitro において p27のノックアウトマウス由来のアストロサイトではコンタクトインヒビションが弱く、また増
殖期のアストロサイトに p27を過剰発現させると増殖を抑制することを示した。また 10 VIVO においても p27ノック
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以上のように反応性グリオーシスの形成機序の一部を明らかにし、その抑制を可能にしたことにより臨床応、用への
道を示した。
よって本研究は学位に値すると考えるo
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